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再生不良性貧血(apIa stic a n e mia･ A A)の 発症級序は多種多様である が , その な か でも免疫学的な磯序
に よ る 造血 の 抑制
は最も重要なもの と考 え られ てきた ･ 近年 , 種々 の 臓器 特異的自己免疫疾患 に お い て 一 限 ら れ た で細胞
レ セ プ タ ー (T c ell
r eceptor, T C R)を 有する T細胞 ク ロ
ー ン が標的臓器に 浸潤 して い る こ と が 明らか に な っ た ･ 免疫学的な抑制機序が発症 に 関与
して い る A A患者の 骨髄 に お い て も,
一 部 の T細胞が抗原特異的 に ク ロ
ー ン 性に 増殖 して い る可能性がある ･ そ こ で , 免疫扱
序の 関与が濃厚 な症例を中心 に A A患者の 骨髄 に つ い て , T細胞の ク
ロ
ー ン 性増殖の 有無を検討 した ∴ 対象と した の は , 造血
能が シ ク ロ ス ポ リ ソ (cyclo sporin e, CyA) に依存性に 回 復す る(CyA 依存性) 輸
血歴の な い A A患者1例(患者‡), 輸血歴 の
ない CyA 非依存性 の A A患者 2例(患者Ⅱ ‥ CyA 有 軌 患者 Ⅲ : CyA 無 軌 輸血歴 を有す
る CyA 依存性の A A患者1
例(患者Ⅳ), 健常人 6例である ･ 患者骨髄 よ り T細胞 を分離 し, m R N A を鋳型 と し
て cD N A を作成軋 TC Rβ鎖 の Ⅴ領域
(Ⅴβ) の 各フ ァ ミ リ
ー 22種頼 に 特異的な プ ライ マ ー とC領域に 相当す るプ ライ マ
ー を用 い て 1 P C Rに よ り各 T C RβcD N A を増
幅 した . 得 られた PC R産物 に つ い て ,
一 本鎖 D N A高次構造多型(single str a nd c o nform atio npolym orphis m･ S S CP) 法の 原
理を利用す る こ と に よ り , ク P
～ ソ 性 に 増 殖 して い る T細胞 の 有無 と ∫ そ の T 細胞 ク ロ
ー ン の T C Rβ 鎖Ⅴ領域(T c ell
r e c eptor vβ, T C R Vβ) の 多塑性 (ク P / タイ プ) を決定 した ･ 健常人 6例お よ び
CyA 非依存性 A Aの 恵 那 では , 22種類の
T C RVβ 増幅産物はすべ て ス メ ア を 呈 し, 特定の T細胞の 単 ク ロ
ー ン 性 の 増殖を示 す明 らか なバ ン ドは 見 られ なか っ た ･ 輸血
歴が ある CyA 依存性 A Aの 患者 Ⅳ の で は , ほと ん どすべ て の T CR Vβ増幅産物中に 複数 の
バ ン ドが 検出され た ･ こ れ は , 輸
血 に 伴う同種抗原刺激 の 影響と考 え られ た ･
一 方 , 輸血歴 の な い CyA 依存性 A Aの 患者Ⅰ と , CyA が無効であ っ た A Aの
患者Ⅲ で は い く つ か の T C R Vβ フ ァ ミ リ
ー に 明瞭な バ ン ドが検出 され た ･ とく に CyA 依存性の 患者 Ⅰ で は , Ⅴβ15
十 の パ パ
が 顕著であ っ た . こ の Ⅴβ15
十丁 細 胞の 相補性決定部 3(c o mplim e ntarity deterrniing regio n3, C D R 3) 領域の 塩基配列は , 骨
髄丁細胞を自己 の C D 34
+細胞に 富む 分画と共に 培養後 , 限界希釈法 に よ っ て 得 られ た C D4
十丁 稚胞 ク ロ ー ン の 一 つ の 塩基配列
と 一 致 して い た . 以上 の 所見か ら, 免疫 学的な造血抑制機序が発症に 関与 してい る A A患者
の 骨髄で は t 造血 前駆細胞上 の 何
らか の 抗原に 反応 して単 ク ロ ー ン 性 に 増殖する C D 4
+
T 細胞が存在 して い る こ とが 示唆 され た ･
Key w ords aplastic ane mia, CyClospo rine, T cell rec epto r･ C
lo n oty pe･
co nfor matio npolym orphis m
single stra nd
再生不良性貧血(apla stic a n emia,A A)は , 汎血 球減少 と骨髄
低形成を主 徽とす る 一 つ の 症候群である . こ の た め , 発症磯序
ほ単 一 で ほなく多種多様である . そ の な か で も免疫学的な磯序
によ る造血 の 抑制は最も重要 なも の と 考え ら れ て き た ･ こ れ
は, A A患者の 約半数が抗胸腺細胞 グ ロ ブ リ ン (a ntithym ocyte
globulin, A T G), 抗 リ ン パ 球 グ ロ プ リ ン (a ntilym pho cyte
globulin, A L G), シ ク ロ ス ポ リ ソ (cyclosporin e, CyA)な ど の 免
疫抑制療法に 反応 して 改善する とい う臨床的観察に 基づ い てい
るl)2). しか し, A T Gや A L Gに は , 免疫抑制作用 だ けで ほな
く造血 を刺激す る効果もある こ と が知 られ て い る . こ の た め .
A TG 療法を受けた A A患者 が改善 した と して も , そ れ らの す




CyA の 場合 , 作用は T細胞からの サ イ ト カ イ ン 分泌 の 抑制に
限 られ て い る
4)
.
こ の た め , 免疫抑制療法後に 改善 した A A患
者の 中で も , A T G が奏効 した症例よ り , CyA 単独療法 に 反応
した 症例の 方が , 免疫学的機序 の 関与 が よ り濃厚と考 え ら れ
る .
CyA が奏効 した 一 部 の A A患者ほ , CyA 中止後再発をきた
し, 再開に よ り 再び 寛解 と な る . こ の よ う な CyA 依存性 の
A A患者で は , 治療前の 骨髄単核細胞に イ ン タ
ー フ ェ ロ ソ γ遺
伝子の 発現が高率 に 検出され a
5)
. ま た , CyA 依存性 A A患者
の 大 部分 は , ヒ ト 主 要 艇織適 合 抗 原 (hu m a nle ukocyte
a ntige n, H L A) の ク ラ ス ‡ の ハ ブ ロ タ イ プの う ち D R Bl
*1501-
D Q Al* 0102-DQBl* 0602 を保有 して い る こ と が 示 さ れ て い
る
6)
. こ れ らの 所見か ら, CyA 依存性 の A A患者の 骨髄 で ほ ,
何 らか の 免疫反応が存在する こ とが うか が える･
平成8年9月13 日受付, 平成 8年10月24 日受理
Ab bre viatio n s :A A, aplastic a n e mia; A L G, a ntilym pho cyte globulin; A T G, a ntithym o cyte globulin;
BM M C, bo n e m arr o w m on o n u clear c ells; C D R 3, C O mplim e ntarity determing regio n 3; CyA, CyClosporine;
D EP C, diethyl p yro c arbon ate; H L A, hu m anle uko cyte antigen; m A bl m O n O Clon al antibody; M M L V R T
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T細胞は , T細胞 レ セ プ タ ー (T c ellre c epto r, T C R)に よ っ
て抗原と H L Aと の 結合物を認識 して い る . T C R は, α 鎖, β
鏡 , ある い は , γ鎖 , ∂鎖の ヘ テ ロ ダイ マ ー と C D 3分子か ら構
成さ れ る . ヒ トβ鎖遺伝子 は第 7番染色体 q32- 35に 位置 し,
約60個 の Ⅴ慣域 , 2個 の つ 領域 , 13個の J領域 , そ して 2個 の
C領域遺伝子か ら構成 され て い る . T C Rの β鎖 の 多塑性 は ,
Ⅴ- D-J の 再構成 と各 々 の 接合部, N 領域に ヌ ク レオ チ ドが 挿入
され る こ と に よ り , 1015以上 の 多塑性 が存在する丁) . 一 部 の 自己
免疫疾患の 標的臓器で ほ , 限 られ た T C R Vβを 持 つ T細胞が 選
択的 に 増加 して い る こ とが 示 され て い る
8ト18)
, ま た , こ の よ う
なT細胞を詳細に検討 した 最近 の 報告で は ▲ あ る Ⅴβ フ ァ ミ
リ ー 陽性の T細胞 が全体 と して 増 えて い る の で は なく , 一 部の
T細胞 が抗原に 対応 して ク ロ ー ン 性に 増殖 して い る こ とが 示 さ
れ た1t ト
18)
. こ の よう な ク ロ ー ン 性 に増え て い る T細胞の 種分け
(ク ロ ノ タ イ プ の 決定)ほ , 対応する抗原を推測す る 上 で有力な
手段になり つ つ あ る . 免疫学的抑制機序が発症 に関与 して い る
A A 患者の 骨髄 に お い て も, 一 部 の T 細胞が 抗原特異的に ク
ロ ー ン 性 に 増殖 して い る可能性がある . そ こ で , CyA 依存性患
者を中心 と して , A A患者 の 骨髄に つ い て T細胞の ク ロ ノ タ イ
プを 検討 した .
対象 および方法
Ⅰ . 対 象
金沢大学医学部附属病院で治療 され た A A患者4例, お よ び
健常人 6例を対象と した . こ れ らの 患者の 特徴 を表 1 に 示 す .
うちわ けほ 一 輪血 歴の な い CyA 依存性 の A A患者1例(患者
Ⅰ , 表1 , Patie ntl), 輸血 歴の ない CyA 非依存性 の A A患者
2例(患者Ⅱ , 表 1 , Patie nt2: CyA 有効 , 患者 Ⅲ , 表 l ,
Patient3: CyA 無効), 輸血 歴を 有する CyA 依存性 の A A患
者 1例(患者Ⅳ , 表 1 , Patie nt4)で あ っ た . こ れ らの 患者 の 特
徴 を表 1に 示 す . 輸血 歴 の な い CyA 依存性 の A Aの 患 者Ⅰ の
経過 を図 1 に示す .
‡ . 骨髄 丁 細胞の分離
患者か ら同意を得た後, CyA 療法前 の 患者, お よび 正 常人よ
Tablel. Char acte ristics ofCyA -tre ated patients
り ヘ パ リ ン 加骨髄血 を 採取 した ･ こ の 骨髄血 を リ ン フ ォ プ レ ッ
プ (Nyc o m ed Pharm aA S, Oslo, Nor w ay) に 重層後 20 0rpm
で15分遠心 し , 中間層を 回収す る こ と に よ り骨髄単核球(bone
m a rro w m o n o n u cle a r c ells, B M M C) を 分離 し た . こ の
B M M C か ら, 2ア ミ ノ エ チ ル イ ソ テ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド
(2-arnin o ethyl is othio u ro niur nbro mide) (Sigm aC he mic al Co.,
St･ Lo uis, U S A) で処理 した ヒ ツ ジ赤血 球 との ロ ゼ ッ ト形成故
に よ り T細胞 を分離 した .
Ⅲ . R N A の抽出
分離 した T細胞 1×1 06個 に フ ェ ノ ー ル と チ オ シ ア ン 酸 グア
ジ ソ を 含 む 均 一 な 液 体 (IS O G E N, ニ ッ ポ ン ジ ー ソ , 富山)
1ml を加えて細胞を融解 した . 0･2 血 の ク ロ ロ ホ ル ム を加え携
絆後, 3分間室温に放置 した . 次 に 4 ℃, 1 2000rpm で15分間遠
心 し上 層部を採取 した . こ れ に イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 0.5ml加え5
分間室温に放置 し , R N A を析出させ た . 12000rpm で15分遠心
後 , 沈殿 した RNA を 回 収 し70% 冷エ タ ノ ー ル で 洗浄後 , 0.1%
二 炭 酸 ジ ュ チ ル (diethyl p yroc arbo n ate, D E P C, Sigm a
C he mic al Co.)で 処理 した精製水 に 溶解 した . 吸光度計 を用 い
て R N A回 収量を測定 した .
Ⅳ . TC R解析を用 い た T 細胞 ク ロ ノ タイプの検討
1 . 原 理
個 々 の T細胞 に 特異的な ク ロ ノ タ イ プは T C Rの 相補性決定
部 3(c o mplim e ntaritydete r mining r egio n3, C D R3) 領域, すな
わ ち D領域 と そ の 前後 の N 領域お よ び J領域の ア ミ ノ 酸配列よ
り決定され て い る7). こ の C D R 3慣域ほ , T C R と抗原の 結合に
重要な役割 を果た して い る17). リ ン パ 球集 団か ら m R N A を鋳
型 と して , CD N Aを作成 し, Ⅴ 領域の 各 フ ァ ミ リ ー 22種類に特
異的な プ ラ イ マ ー と C領域 に 相当す る プ ラ イ マ ー を 用 い て
P C R を行うと , 各 T C R Vβ に 特異的な P C R産物が得られる .
こ れ らほ 各 TCR Vβ ご と に似か よ っ た長 さ を示 すが , 実際に ほ
中間 に 存在す る C D R 3領域 の 塩基配列 の 多様性 の た め , 約
101 5種類も の 異な る塩基配列を 呈す る7). ある T細胞集団内で特
定 の T細胞が ク ロ ー ン 性 に増殖 して い る こ とを 証明する ために
ほ 1 増幅 され た cD N A断片 を ベ ク タ ー と大勝菌 を用 い て サ ブ
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F, fe m ale; M , m ale; CyA, CyClosporin e; MA A, m Ode rate apla stic a n emia; S AA se v e r e apl stic a n emia;
■Criteria of re spo n sein clude a r es olutio n of alltr a n sfu sion r equire m e nt a nd a ris ein the hem oglobin lev el of
2g/dL o r m orewitho ut tr a n sfu sio n s.
R Nase
~
, MoIon ey M urin e Leuke mia V iru s-deriv ed re v ersetra n s c riptasewitho ut R Nas eH activity; P B MC,
peripheral blo od m o n o n u cle ar cells; PHA, phytohemag glutinin; S SC P, Singl･e Str and co nfor m ation
polym orphism ; T CR, T ce11r ec eptor; T C R Vβ, T cellre ceptorVβ
再生不良性貧血 と骨髄 丁細胞 ク ロ ノ タ イ プ
ク ロ ー ニ ソ グを し, 無作為に 抽出した cD N Aク ロ ー ン 中 に 同
_ の ク ロ
ー ン が 多数を 占め る こ とを C D R 3慣域 の シ ー ク エ ソ
シ ソ グに よ り示 す必要がある . 近年 Yam a m ot ら
18) は , 突然変
異を検出するた め に Orita ら
1B)
が 開発 した 一 本鎖 D N A高次構
造多型(single str a nd c o nfor m atio npolym orphis mlS S C P) 法を
用い て , ク ロ
ー ン 性に増殖 して い る少数 の T細胞 の 存在を明ら
かにする簡便な方法を報告 した . 彼 らの 方法を 改変 した 解析の
流れを 図2に 示 した ･
2 . cD N Aの 合成
1pgの R NA を 11FElの D E P C処理蒸留水に 溶解 し, 65 ℃で
10分間変性 させ た後 , 20ng の オ リ ゴ (d T)12-18(P har m a cia,
Up ps aIa, Sw ede n)を 加え て ア ニ
ー リ ン グ させ た ･ 冷却 乱 200
単位の モ ロ ニ
ー 鼠白血 病ウイ ル ス 由来 の 逆転写酵素(Molo n ey
Murin eLe uke mia Vir u s-deriv edr e v e rs etra.n s cripta s e without
R Nase H a ctivity, M M L V R T R Nas e H~, Super script,
Gibc o-B R L, Eg ge n stein , Ger many)と 4種類 の デオ キ シ 三 リ ソ
酸 (d A T P, d C T P, dGT P, d T T P) (Pr o m ega, W is c o n sin ,
U S A)各 20n m ol, お よ び M M L V R T R Na s eH-に 添付 され た
バ ッ フ ァ ー を 加え て 20J`1 と し, 45 ℃ で 1時間反応 させ る こ と
に よ り cD N A を合成 した .
3 . cD N Aの P C Rに よ る増幅
C D R3領域を含む T C R Vβ の cD N A断片を Choi ら
20)の 方法
に従い , P C R で増幅 した . 5
'
側の プ ラ イ マ ー は22種類の Ⅴβ特
異的な プ ラ イ マ ー を用い , 3
'
側の プ ラ イ マ ー に は Cβ領域に 相
補的な プ ラ イ マ ー を用 い た . プ ラ イ マ ー の 塩基配列を表 2 に示

















1 の CD N Aに 2 単位 の Taq ポ リ メ ラ ー ゼ (a mplitaq
polym era s e, Perk in-Elm er, Em eryville, Ca,1ifomia, U S A)と , 4
種 類 の デ オ キ シ 三 リ ソ 酸 (d A T P, d C T P, d G T P. d T T P)
(Pr o m ega) 各200pM を加 え , Cetu s/Perkin- Elrn er社 製
(Nor wal k, U S A) の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 用い て PC Rを行 っ
た . PCR の 反応条件は , 95 ℃での 熱変性を 1分 , 55 ℃で の ア
ニ ー リ ン グを 1分 , 7 2 ℃での 伸長反応を 1分 と し, サ イ ク ル 数
は35サ イ ク ル と した .
4 . SS C P法に よ る PCR 増幅産物の 解析
一 本鎖の D N Aはそ の 塩基配列に 従 っ て 独自 の 立体構造を と
る ため , 同 じ長さ の D N A断片で あ っ て も, 一 塩基で も異な る
もの があれ ば非変性 ゲル で 電気泳動す る と異 な る 泳動度 を示
す . P C R増幅産物 を こ の S S C P法 の 原理 を利用 して 解析 し
た .
恥l の P C R産物 に ホ ル ム ア ミ ド溶液 は0%ホ ル ム ア ミ ド ,
20mM E D T A, 0.1%ブ ロ ロ フ ェ ノ ー ル ブル ー , PH 8.0) を最終
濃度が50%に な るよ うに加えた 後, 96 ℃で 5分間イ ンキ エ ペ
-
ト した . 氷上 で急速に 冷却 した検体を 8% ポリ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル を 用 い て ▲ 1 3V/c m で 3時間電気泳動 した . 泳動終了後 の
ゲ ル を 銀染色試薬(第 一 化学 , 東京)を 用い て 染色す る こ とに よ
り D N Aを検出 した . 検体 の リ ン パ 球集団が多 ク ロ ー ン 性 の 場
合に は , 各丁細胞の C D R 3領域の 塩基配列は千差万別であるた
め , 各 cD N A断片の バ ン ドほ 連続的に 分布 し , そ の 結果 ス メ ア
を 呈 する . 検体が モ ノ ク ロ ー ナ ル な で細胞集団の 場合に ほ l 特
定の ⅤβcD N A増幅産物 の 泳動 レ ー ン に , セ ン ス お よ び ア ン チ
セ ン ス の 一 観の バ ン ドが 検出 され る . も し, 一 つ の T細胞 ク
4 3















Fig.1. C ha nges in blo od c ellco u ntsin Patientl after cyclosporin ether ap y･ □▲ platelet; ◆∫ r etic ulo cytel
676





m RNÅ ･ → - CD N Å
l
V C D R3 C
- D J = =⊃








コ ヨ= → 価
= 半 := → 餞 β
= 米 = → 1貧ゝ∂
∃k:= → 吋 ′
l




Tcel18 O rigln ated fro m aVβ1 5+T･ C er[
C10 n e a m O nga POly¢10 n a】T c el】
POPL‖at10 nareind‡¢ated a s さhaded
CirGle 3.
Am plifc atio n ofcD N A fo rthe v a riable oft he
Tc e[lre c epto rPchaln(T C FIVβ)with PCR
u扇ng prim e 帽 8匹C汀k to22 Vβge n ¢ね milie $
Palred withan a ntis c n s eprhTIe r Of the β
Cha山 一 C O n さta ntr印座 n.
Heat- de n atu ratio n o†the P C Rprodu ct$ .
$ingJB Stra ndDNA m ake 8diffe re nt
C O nfo r m at70 n al$trU Ctu re$depe nd王ngo nEt8
(N)叫N)J n u cte otide 引叫u O n e O(○ ,× , ▲).
TheP CR pr odu ct8 de rived †ro m ap01yc[o n al
T･ C e]Jpcpu[atio n, e X. VPl +T c e‖$ e Xh王bit
$ m e a r･ 8y c o ntra $t,the a rnplified TCR Vβ
CDN A †r agn e nt$ de riv ed fro mVβ1 5･ T c e718jrL
Whicha TIce[]c[o n epr edo min ate 8 e XM bita
Pa]rof d はthctba n由 ht he $ m e a r.
V即 Vβ1 5
Fig. 2. An alysis of T c ellclo n oty pes by the P C R-S S C P
rn etbod.
Table2. Sequ e n c e of prim er s u sed forP C R
1 2 3 4 5 6
Fig. 3. Sen sitivity of the P C R-S S C Pm ethod. W he nR N A
e xtra cted fr o m aT c el1 1in e with VB8.1(Ju rkut)a nd bo n e
m arr o wT c ells (B M .T c ells)fr o m ahe althy individu aI
W er e mix ed at v ario u sr atios(1: 40to l: 1 0240, la n es
2～ 6), a pair of spe cific ba nds of the T c el1 1in e w as
dete ctable up to adilutio n of l:640(1a n e4). La n el, a n
































T he prim e rfor t he doning of Vβ 15 seque n ce s
Vβ15
GCA C A A C A G T T C C C T G A C T T G C A C
TC A T C A A C C A T G C A A G C C T G A C C T
G T C T C TA GAGAGA AG A A G G A G C G C
A C A T A T G A G A G T G G A T T TT C
A T A C T T C A G T G A G A C A C A C AGAGA A A C
T T C C C T A A C T A T A G C T C T G A G C T G
A G G C C T G A G G G A T C C G T C T C
T C C T G A A T G C C C C A A C A G C T C T C
AT T T A C T T T A A C A A C A A C G T T C C G
C C T A A A T CTC AGA CA A A G CT CA C
C T C C A A A A A C T C A T C CTG T A CT T
T C A A C A G T C T C C A G A A T A A G G A C G
A A A G G A G A A G T C T C A G A T
C A A G G A G A A T C C C C A A T
G G T G A G G G T A C A A C A T G C C
G TCT CT C G A A A A G A G A A G A G G A A T
A G T G T C T C T CG AC AG G C ACA G G C T
A A A G A G T C T A A A C A G G A T G A G T C C
C A G A T A G T A A A T G A C T T T C A G
GAT GAG T C A G G A A T G C C A A A G G A A
C A A T G C C C C A A G A A CGC A C C C T G C
A G C T C T G A G G T G C C C C A G A A T C T C
T C C T G A T G G C T C A A A C A C
A G T A G A T C T C G A C A G G C A C A G G C T
The size oL a mplified produ cts(Ⅴβba nds)by Vβ a nd 3
L
Cβ prim e rs ranged fro m abo ut1 70to 220 bas epairs. The
3
J
Cβ prim er u s ed in this study m atche s e x a ctly both Cβ1 a nd Cβ2. A s equ e n c e u nderlin ed is a n a rtific al Bgl B
r e striく:tio n 5ite.
再生不良性貧血 と骨髄 丁細胞 ク ロ ノ タ イ プ
ロ _ ソが ポ リ ク ロ
ー ナ ル な で細胞集団の なか で優位に 増殖 して
い れば, そ の T細胞 ク ロ
ー ン の ⅤβcD N A断片は ス メ ア の 中で
一 組の バ ソ ドと して検出でき る( 囲2)･
Ⅴ . T C R Vβ15cDN Aの サ ブク ロ ー ニ ン ゲおよび塩基配列 の
決定
CyA 依存性の A Aの 患者Ⅰ の 骨髄で ほ , TC RVβ15陽性細胞
が単ク ロ ー ン 性に 増殖 して い る こ とが･S S C P解析 に よ り示 唆
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され た の で , こ れ を確認するた め , 次の 方法を 用 い た .
5
'
例の プ ラ イ マ ー と して , Ⅴβ1 5に 特異的な プ ライ マ ー に 制
限酵素 Bg柑 (東洋紡, 大阪) 消化部位を付加 した もの を作成 し
た . 蓑 2に こ の プ ラ イ マ ー の 塩基配列を示す . こ れ と Cβ プ ラ
イ マ ー を用 い て , Ⅳ -2, Ⅳ -3に 示 した条件 で患者 Ⅰの 骨髄 丁細胞
の m R N A より合成 した cD N A を P C Rで 増幅 した . 増幅産物
を 2%ア ガ ロ ー ス ゲル で電気泳動 し , 適 切な 分子量 の cD N A
Fig･4･ Clo n otype a n alysIS Of B M Tc e11s with the P C R
-S S C Pm ethod･ Ea ch la n e r epr es e nts the a n alysis of Tc ellclo noty pesby
the P C RTS S C Pm ethod for apartic ular T C R Vβ fa mily･ W he n B M Tc e11s fr o m a he althy individual(A)
a nd fro m a n
untr a n sfu sed CyA-r eSpOn Siv e patie nt(Patie nt 2, B) who a chie v ed a su stain ed r emissio n off CyA w er e e x
amin ed, n Odistin ct
ba nds w eredete cted in a ny ofthe 22 T C RVβs･ B M Tc eusfr o m atr a nsfu sed CyA
-depe ndentpatie nt(Patie nt4, C)produ ced
m ultiple bands with v arying patte rns in alm o st au T C R Vβs･ B M Tc e11s fr o m a n u ntr an sfu s e
d patie nt(Patie nt 3, D) who did
n ot r e spo nd to CyA sho w ed a pair of distin ct ba ndsin
the a mplified produ ct of Vβ19･ B M Tc ells fr o m a n u ntra n sfu s ed
CyA-depende nt patie nt(Patie nt l, E) als o sho w ed a pair of distn ct ba nds in s e v er al la n e s c orr espo n
ding to differ ent Vβ
fami 1ies. A m ong these, ba ndsin the a mplified pr odu ct of Vβ15w er e m ostdistin ct･ + 1 an a mpl
ified Vβ8 cD N Apr odu ctfro m
the T- C e11in eJu r cut.
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を回 収 した . 1FEg の CD N A を Kle n o w王r agm e nt(宝酒造, 東
京)を用い て平滑末端に した後, Bg川 (東洋紡)で消化 した . ベ
ク タ ー (pBlu e sc riptI, S T R A TAGE N E, Torry Pin e sR d. La
Jolla, U S A)の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ トを制限酵素 Sm aI(束
洋紡)お よび 制限酵素 Ba mH l(東洋紡)で消化後 , CD N A断片
を加 えて ラ イ ダ ー シ ョ ソ を 行 っ た (Takar aD N A Ligato n Kit
Ver. 2, 宝酒造). JM lO9(Co mpete nt High E. c oliJM lO9, 東洋
紡)を用い て形質転換 を行 い , 無作為に 抽出 した形質転換 コ ロ
ニ ー の うち , 挿入 の 存在が 確認できた20個の ク ロ ー ン に つ い て
C D R3 領域の 塩基配列を決定 した . 塩基配列 の 決定 に ほ , シ ー
ク エ ン ス 反応 ロ ボ ッ ト (C A TAL YS T, Ap plied Bio syste m s
In c. , Foster City, U S A) と D N A Sequ e n c er373S(Ap plied
Biosyste m s) を用 い た . 塩基配列か ら予想され る C D R3領域 の
ア ミ ノ 酸配列 を ジ ー ン デ ー タ ー バ ン ク (E M B L, Heidelbe rg,
Ger m a叩) に登銀 されて い る ア ミ ノ酸配列と比較 した .
Ⅵ . 骨髄 丁 細胞の ク ロ ー ニ ング
CyA 依存性 の A Aの 患者 Ⅰ の T細胞除去 B M M C より ,
AIS M icr oC E L Le ctor (Applied Im m u n eScie n c e, M enlo
Pa.rk, U S A)を 用い て C D 34
十細胞を 分離 した . C D3
+
骨髄細胞を
10 % A B 血清加 R P M I 1640に 浮遊 させ . 4500rad照 射 Lた自己
の C D 34十細胞 と ともに 7 日間培養 した . 生細胞を 算定後 , イ ン
タ ー ロ イ キ ン 2ー(rI し2, シ オ ノ ギ , 大阪)1 00 I U/ml, Ⅹ線照射
した 健常人 の 末梢血単核細胞(pe ripheralblood m on o nlJ Cle ar
c ells, P B M C) (5×1 05/ml)を 含む 1 0 % A B血清加 R P M I 1 640
で 希釈 し. テ ラ サ キ プ レ ー ト (Nu n c, Roskilde, De n m a rk) に
1w e1 あた りの 細胞数 が0.3個と なるよ うに 分配 した 後, 10 日間
培養 した . T細胞 の 増殖が得られ た w el か ら細胞 を容量 の 大
き い 培養皿 に 移 し, rIL-2 と Ⅹ線照射 した健常人の P B M Cを 加
えた 10 % A B 血清加 R P M Iを約10 日おきに加え る こ と に よ り T
細胞 ク ロ ー ン を待 た . T細 胞 ク ロ ー ン の 表 面抗原 の 解析 は抗
Leu-4(C D 3) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (m o n o clo n al a ntibody,
m A b), 抗 Le u-3a (C D 4) rnA b, 抗 Le u-2a (C D8) m A b
(Be cto n Dicks o n, Carifor nia, U S A), 抗 beta V 5(a) (Vβ5,2 お
よび Vβ5.3) m A b, 抗 beta V 5(b)(Ⅴβ5.3 の 一 部) m A b, 抗
Vβ5(c) (Ⅴβ5.1)rnA b, 抗 beta V6(a)(Ⅴβ6.7) mA b, 抗 beta,
V 8(a) (Vβ8) m A b, 抗 beta V 12(a) (Ⅴβ12) mAb (T Cell
Diagn ostics, In c. . Ma ss a chu s etts, U S A), 抗
r
r C R B V ISl
(Vβ1) m A b, 抗 TCRBV 2Sl(Vβ2) m A b, 抗 T C R B V 3Sl
(Vβ3), 坑 T C RB V 9Sl(Vβ9) m A b, 抗 T CR BVll Sl(Vβ11)
m A b, 抗 T C R B V 1 3Sl(Vβ1 3.1) m A b, 抗 T C R B V 13S 6
(Ⅴβ13.3)m A b. 抗 T C R B V 14S l(Vβ14) mA b, 抗 T C R B V 16
(Ⅴβ16) m A b, 抗 T CR BV1 7Sl(Vβ1 9) m A b, 抗 T C R B V 18Sl
(Ⅴβ17) m A b, 抗 T C R B V 20Sl(Vβ20) m A b. 抗 T C R BV21S 3
(Ⅴβ2116) m A b(IM M U N O T E C H, Mars eille Cedex, F R A NCE)
と F A C Sc a n(Be cto n Dickin s o n) を 用 い て 行 っ た . 一 部 の
IM M U N■O T E C H社の T C R Vβ の 名称 ほ , 従来 の 名称と異なっ
て い るが , こ の 論文 で の T CRVβ の 名称 は , Choi ら20)の 論文に
準 じた ･ T C R Vβ の どの m A bに も染 ま らな か っ た T細胞ク
ロ ー ン に つ い て は よ Ⅳ-3 に示 した条件で増幅 した cDN A断片を
2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電気泳動す る こ とに よ り , Ⅴβ1 5が陽性
主 二三 :ミ
Fig･ 5. S S C Pa n alysis for the a mplified Vβ15 cD N A
produ ctsfr o mB M Tc ells of Patient l a nd fr o m aTrc ell
Clo n eK N1 5･ W he n the a mplified Vβ15cD NA produ ct
fr o m aT-Cellclo n eK N 15w a s a n alyz ed u sing the SS C P
m ethod, the bands fro m the T-C ellclo n e exhibited the
Sa m e m Obility shift a sthos eof B M Tc e11s. La n el, B MT
C ells; la n e2, K Nl; 1a n e3; an amplified Vβ8 cD NA
produ ctfro rnthe T, C eu lin eJu rc ut.
Table3･ Predicted a min o a cidsequ e n c e of cIo n ed P C Rpr odu cts de rivedfr o mbo n e m a rro wT c ells a nd fro m aT c ell
Clo n e
Cell
No. of No. of
Sequ e n C e S O C C u rre n C e S
Ju n ctio n alr egio n
Ⅴβ (N)Dβ(N) Jβ
B M Tc e1lof Patie ntl
T c e11clo n eX N15
C A TS DL TS G P N T G E F F(J β2.2)
C A TS A A GT Y N EQF F(J β2.1)
C A TS D A S G RI EQFF (J β2.1)
C A TS D L T S G P N T G E F F(J β2.2)
再生不 良性貧血 と骨髄丁細胞 ク ロ ノ タ イ プ
か否かを決定 した ･ Ⅴβ1 5
十丁 細胞 ク ロ ー ン に つ い て ほ , Ⅴ に 示
した 方法に よ り C D R 3領域 の 塩基配列 を決定 した ･
成 績
Ⅰ . 単ク ロ ー ン 性に増殖 して い る T細胞の S S C P法 に よ る検
出感度
Ⅴβ8 陽性の T細胞性白血病株 Ju rkut か ら抽出 した R N A
を , 健常人骨髄 丁稚胸 よ り抽出 した R N A で 1: 40 か ら1:
10240 と な る よ うに 希 釈 し た . 各 希 釈系列 の RN A から
cD NA を合成 し , Vβ8 に 特異的 な 5
'
プ ラ イ マ ー を 用 い て
P C R を行 っ た . 増幅産物を S S C P法 で 解析 した と こ ろ , 図3
に示すよう に Ju rkut 由来の ク ロ ノ タ イ プに 相当す る
一 組 の バ
ン ドほ , Jurkut を 1: 640に 希釈 した もの ま で 検 出が 可 能 で
あっ た . した が っ て , こ の 方法を用 い れ ば , 多 ク ロ
ー ン 性の T
細胞中に , 0.16% 以上 の 単 ク ロ
ー ン 性 丁細胞が 含まれ て い れ ば
検出が可 能と考え られた ･
Ⅰ . A A患者および健常人 の骨髄 丁 細胞に お け る T C Rの ク
ロ ノ タイプ
健常人 6例の 骨髄 丁細胞を P C R-S S C P法 で解析 した と こ ろ,
22種塀の T C R VβcD N A ほす べ て ス メ ア を呈 した ･ 代表的な結
果を図 4 Aに 示 す . 輸血 歴 の な い CyA 有効例 で 寛解維持に
CyA を必要と しな か っ た患者 Ⅱで も同様 に T C RVβ はす べ て
ス メ ア を呈 した ( 図4 B). 輸血歴 の ある CyA 依存例の 患者Ⅳ で
は , Ⅴβ3, Ⅴβ4, Ⅴβ5.1, Ⅴβ6.1, Ⅴβ8, Ⅴβ13･2, Ⅴβ1 5, で 薄い バ ン
ドが検出された ( 図4 C). こ れ に 対 して , 輸血 歴の な い CyA 無
効例の 患者Ⅲ で は Ⅴβ1 9の 増幅産物中に の み 明 瞭な バ ン ドが み
られ た (図 4D). 輸血 歴の な い CyA 依存例 の 患者 Ⅰ で は ,
Ⅴβ3, Vβ8, Ⅴβ9, Ⅴβ1 3.2, Ⅴβ15, Vβ17, Vβ19の 各増幅産物 の 泳
動 レ ー ン に バ ン ドが 検出 され , なか で も Vβ15中の バ ン ドほ特
に明瞭で あ っ た ( 図4 E).
Ⅲ . 輸血歴の ない CyA 依存性の A A の患者 Ⅰの 骨髄か ら分
離 L た T細胞 ク ロ ー ン のT CR Vβ
SS C P解析の 結果か ら ‥ 患者 Ⅰの 骨髄中に Vβ1 5
十 の T細 胞が
単ク ロ ー ン 性 に 増殖 して い る こ と が示 唆 され た の で , こ の T細
胞ク ロ ー ン の 単離を 試み た . 長期間の 培養維持が 可能 で あ っ た
12個の T細胞 ク ロ ー ン は 全 て C D 4
+ で あ っ た . こ れ ら の T細胞
ク ロ ー ン の T C R Vβ の 発現を m A bで 解析 した と こ ろ , 2 ク
ロ ー ン が Vβ1 3.6十 , 3 ク ロ ー ン が Vβ14
→
, 2 ク ロ
ー ン が
Ⅴβ1 9十 , 5個の ク ロ ー ン ほ , 市販 の ど の m A bに も反応 しな
か っ た . こ の た め , こ の 5個 の ク ロ ー ン の T C R Vβ の 発現を





が Ⅴβ1 8+ で あ っ た . 残 り1個の T細胞 ク ロ ー ン に つ い て ほ ,
T C R Vβ の 帰属が決定 で きなか っ た . Vβ15
+ の T細胞 ク ロ ー ン
(K N15) の Ⅴβ1 5cD N A増幅産物 を S S C P法 で 解析 した と こ
ろ , K N15の Vβ1 5cD N A断片 は , 患 者 の 骨 髄 丁 細胞 の
Ⅴβ15cD N A増幅産物 で認め られ た 明 瞭な バ ン ド と全 く 同 じ泳
動度を示 した ( 図5). 同様 に Vβ19
+
の 2 ク ロ ー ン の Ⅴβ19c-
D N A増幅産物 を S S C P法 で 解析 した と こ ろ , こ れ ら の
Ⅴβ19cD NA 断片 の 泳動度 は ▲ 骨 髄 丁 細胞 全体 に 対 す る
Ⅴβ1 9cD N A増幅産物で認められ た バ ン ドの 泳動度 と は異な っ
て い た .
Ⅳ
. T C R Vβ1 5cD N A増幅産物の C D R 3領域の塩基配列
患者 Ⅰ の 骨 髄 丁細 胞 m R N A から合 成後 , 増 幅 し た
TC R Vβ15cD N Aク ロ ー ン の うち無作為に抽出 した20ク ロ ー ン
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の C D R3領域 の 塩基配列を表3 に 示 す . これ らの う ち , 柑個の
ク ロ ー ン ほ 同 一 の 塩基配列を示した . こ の C D R3領域の 塩基配
列は , 同 じ骨髄か ら単離 した Vβ15
十
丁細 胞 ク ロ ー ン (K N15)の
C D R 3領域の 塩基配列と完全に 一 致 して い た .
考 察
過去の 臨床的観察の 結果か ら, A A は T細胞 に よ る造血 幹細
胞 へ の 攻撃に よ っ て 発症す ると 考え られ て い る . こ の ような 仮
説を証明す るた め , A A患者 丁細胞 の 表面抗原や サ イ ト カ イ ン
の 産 生能 に つ い て , 数 多く の 検討 が 行 わ れ てき た . Zoumbos
ら
21)22)は , A A患者で は t 末梢血 や骨髄中 に C D 8
+
H L A- D R
+ の
活性化 丁細胞が増加 して い る こ と に 加 え て , リ ン パ 球か らの イ
ン タ ー フ ェ ロ ソ γ産生が 先進 して い る こ とを 示 した . イ ン タ ー
フ ェ ロ ン † は強力な造血 抑制作用 を持 つ こ とか ら, 彼 らは 活性
化 リ ン パ 球か ら産生され る イ ン タ
ー フ ェ ロ ン γ が AA の 骨髄
抑制 の 媒介物質 で ある と捷唱 した . 彼ら は さ らに , A A患者で
増加 して い る C D 8
+
H L A-D R+ リ ン パ 球の T C R遺伝子再構成 を
検討L , そ の 結果 こ れ らの 細胞集団は多 ク ロ ー ン 性 で ある こ と
を 示 した
23)
. 本研究 で は , T細胞の 単 ク ロ ー ン 性の 増殖 を 検出
する ため , サ ザ ン プ ロ ッ ト法よ り約30倍感度 の 高い P C R-S S C-
P 法 を用 い た . そ の 結果, 輸血 歴の な い CyA 依存性の A Aの
患 者 Ⅰ の 骨 髄中 に Vβ3, Vβ8, Vβ9, Vβ13･2, Vβ15, Ⅴβ17,
Ⅴβ1 9 な どい く つ か の T細胞が ク ロ ー ン 性の 増殖 して い る こ と
が 明 らか に な っ た . これ らの う ち Vβ1 5
十
の ひ と つ ほ , 骨髄丁細
胞 を自己 の C D 34+細胞に 富む 分画と共 に 培養 した 後, 限界希釈
法を 用 い て 分離 した T細胞 ク ロ ー ン と 一 致 し て い た . こ の
Vβ15
+
T 細胞 ク ロ ー ン K N1 5ほ , A A患 者の 骨髄中で の 増加 が
従来報告 さ れ て い る C D8十 細 胞 で は な く , C D4
' 細胞 で あ っ
た24). K N 15 ほよ 生体内で ク ロ ー ン 性 に 増殖 して い る こ とか ら腫
瘍性の T細胞の 可 能性がある . しか し , K N 15 ほ同種抗原や植
物凝集素(phytohe magglutinin, P H A)に 対す る試験管内での 増
殖反応を有 し て お り , 細胞 の 継代 に は IL-2 の 添加が 必 要 で
あ っ た . また , こ の Vβ15
十
丁細胞 の ク ロ ー ン 性増殖を検出 して
か ら 三 年以上 経過 して い るが , 患者 . に T細胞系の 造血 器 腰瘍
の 兆候は全くみ られ て な い . した が っ て , K N 15の ク ロ
ー ン 性
の 増殖は 腫瘍性の 増殖 で は な く , 何ら かの 抗原に 対応 した特異
的なもの と 考え られ る . 近年, Po snettら
25)ほ l 健常人で あ っ て
も高齢者で は , C D 8
十
丁細胞の ク ロ ー ン 性 の 増殖が 末梢 血 に 検
出され る こ と を見い だ した . 彼らほ ▲ こ の 現象を B細胞系の 良
性単 ク ロ ー ン 性 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血 症に 相当する T細胞の 異常
と定義 した . 今回検討 した 患者Ⅰは 高齢で は あるが , K N15 ほ
C D 4+ T細胞で あるか ら, こ の T細胞の 増殖 は Pos n ettら が観
察 した 非特異的な で細胞の ク ロ ー ン 性増殖と も異な っ て い る ･
本研究で用 い た P C R-S S C P法で ほ , 6.4×1 0
5個の 多 ク ロ ･ - ン
性 の 細胞集団に1 000個 (0.16 %)以上 の 単 ク ロ ー ン 性の T細胞集
団があれ ば , そ の T細胞 の ク ロ ノ タ イ プの 検 出が 可 能 で あ っ
た . ビオ チ ソ 標識プ ロ ー ブを 用い た Dohi
26)らの 方法で ほ l 単 ク
ロ
ー ン 性 丁細胞の 検出感度の 限界は , 6.4×1 0
6
個の 多 ク ロ ー ン
性細胞集団中1000個(0.O16 %) と され て い る . 彼 ら
28)は , 健常 人
の 末梢血単核球に も単 ク ロ ー ン 性に 増殖す る T細胞 が検出され.
た と 報告 して い るが , 本研究の 健常人骨髄 で は こ の ような T細
胞 ク ロ ー ン ほ 検出されなか っ た . こ れは 両方法の 感度の 差に よ
る と思われ る .
輸血歴 が ある CyA 依存性の 患者 , で は , ほ とん どす べ て の
680 局
T C R VβcD NA に お い て , 単ク ロ ー ン 性の 増殖を 示 す複数 の バ
ン ドが検 出され た . こ の ような 輸血歴 の ある患者で は , 輸血 製
剤に よ る 白血球同種抗原刺激が種 々 の T細胞を 増殖さ せ た こ と
が 予想 され る . した が っ て ク ロ ー ン 性に 増殖 して い る T細胞 が
P C R-S S C P法 で , ある A A患者の 骨髄中に 検出され て も , 一
度 でも輸血 の 既往が あ る場合 に は , そ の 意義付けは困難 と思わ
れ る .
輸血 歴 の な い CyA 無効の 患者 Ⅲで は Ⅴβ19 の 増幅産物中に
の み 明瞭 な バ ン ドが み られ た . こ の 例は , 過去の 検討で 骨髄単
核細胞 の 培養上清中に 高濃度の イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ が 検出され
て い た (未発表デ ー タ). こ の た め免疫学的な機序の 関与が疑わ
れた が , CyA やAT G な どの 免疫抑制療法ほ無効であ っ た . こ
の ため 単 ク ロ ー ン 性 に 増殖 して い る Ⅴβ1 9
+
T 細胞 の 病的意義
は不 明で あ る . しか し造血 の 抑制 に 関与 してほ い るが , CyA や
A T Gで は そ の 抑制磯序 が十分に除ききれ なか っ た 可 能性も考
え られ る . m A bの 投与 に よ っ て Ⅴβ19+ T細胞 の み を 排除でき
れば, こ の よ うな 症例でも改善が得 られ るか も しれ な い .
K N 15の C D R3領域の 塩基配列 か ら予想され る ア ミ ノ 酸配列
を , ジ ー ン デ ー タ ー バ ソ ク (E M B L)に 登録され て い る ア ミ ノ 酸
配列と比較 した と こ ろ , 全く同 じ配列 の C D R3領域 は見 い 出せ
なか っ た . しか し , 多発筋炎 の 患者 の 筋肉中 に 浸潤 し て い る
Ⅴβ1 5
+
T細胞の CDR 3領域の ア ミ ノ 酸配列(D しS)と は酷似 し
て い た
12)
. 多発性筋炎で は 自己反応性の T細胞が発症 に関与 し
て い ると考 え られて い る. こ の よ うな Ⅴβ15十 丁細胞 の 類似性
ほ , A Aに おけ る自己 反応性 丁細胞の 関与を 示 唆 して い る と思
われ る .
今 回の 検討 に よ り , 免疫学的な造血抑制機序 の 関与が濃厚な
A A患者の 骨髄中に , 何らか の 抗原に反応 して 単 ク ロ ー ン 性に
増殖する C D 4十 丁細胞 が存在する こ とが 明 らか に な っ た . 輸血
歴 の ない CyA 依存性の A Aの 患者 Ⅰか ら十分 な造血前駆細胞




T細胞 ク ロ ー ン
E N15 が造血 前駆細胞に 対 して どの よ うな 反応を 示す か に つ い
て ほ 検討で きなか っ た . しか し, 骨髄 で 優位 に 増殖 して い る こ
とか ら , K N 15 ほ造血 幹細胞上 の 抗原を認識す る こ と に よ っ て
直接的に , ま た ほ ほ か の 細 胞傷害性 丁細胞を誘導す る こ と に
よ っ て間接的に 造 血傷害 を引き起 こ して い る 可 能性 が ある .
Spr e nt ら
2T)は , マ ウ ス の 移植片対宿主病 の 実験 モ デル に お い
て , 少量の ドナ ー の C D 4十 丁細胞が , 主要観織適合抗原 ク ラ ス
Ⅱ拘束性に ホ ス トの 造血幹細胞を直接攻撃 し造血障害を引き起
こ し得る こ とを 証明 して い る . K N15 ほ同様 の 磯序 に よ っ て ,
自己の 造血 幹細胞に対 して 直接細胞傷害性 に 働い て い る可能性
も考えられ る . こ の T細胞 ク ロ ー ン の 機能を 検討 して い く こ と
に よ り , 従来不 明 で あ っ た 自己免疫性再生不良性貧血 の 病態 が
明らか に な る と思わ れ る.
結 論 ,
健常人お よ び CyA 投与前の A A患者骨髄 丁細胞 の ク ロ ノ タ
イ プ を解析 し , 以下の 結果を得 た .
1 . T細胞性白血病株Ju rkut よ り抽出 した R N A を健常人骨
髄 丁細 胞 よ り 抽 出 し た R N A で希釈す る こ と に よ り ,
P C R,S S C P法忙 よ る単 ク ロ ー ン 性 丁細胞 の 検出感度 を検討 し
た と こ ろ , 6.4×10
$ 個 の 多 ク ロ ー ン 性 の 細 胞集 団 に 1 0 0 0個
(0.1 6 %) 以上 の 単 ク ロ ー ン 性の T細胞集団が あれば , 検 出可 能
で あ っ た .
2 ･ 健常人 6例 の 骨髄 丁細胞を P C RrS S C P法 で解析したと
こ ろ , 22種煩 の T C R Vβ増幅産物ほす べ て ス メ ア を 呈 し, ある
T細胞の 単 ク ロ ー ン 性 の 増殖 を示 す明 らか な バ ン ドほ 見られ な
か っ た .
3
･ 輸 血歴 が ある CyA 依存性の A Aの 患者 Ⅳ で ほ , 複数の
T C R Vβ 増幅産物中に多数 の バ ソ ドが 検出 され た . こ の 例で
ほ , 輸血 に 伴う同種抗原刺激 に よ っ て 多数の T細胞が ク ロ ー ン
性に 増殖 した と考え られ た .
4 ･ 輸血 歴 の な い CyA 依存性 の A Aの 患者Ⅰ と CyA が無
効であ っ た 患者Ⅲ の 骨髄中に , そ れぞれ Ⅴβ15十 と Ⅴβ19十 丁細
胞の 単ク ロ ー ン 性増殖が 示 験され た . 患者 Ⅰの 骨髄か ら単離し
た C D 4+ T細胞 ク ロ ー ン の 一 つ K N 15ほ Vβ1 5+ で あり , この
K N15の Ⅴβ1 5cD N A増幅産物の S S C P ゲル 上 の 泳動度ほ , 骨
髄で 優位 に 増殖 して い る T細胞 ク ロ ー ン の 泳動度と 一 致 して い
た .
5 ･ 骨髄 丁細胞由来 の Ⅴβ1声
+
cD N Aを増幅 ･ サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ後, C D R 3領域 の 塩基配列を決定 した と こ ろ , 無作 為に 抽出
した20ク ロ ー ン 中18ク ロ ー ン が K N15 と同 一 の 塩基配列を 示し
た .
6 . 免疫学的な抑制磯序が発症に関与 して い る と考え られる
A A患者 の 骨髄 で は , 何 らか の 抗原に 反応 して 単 ク ロ ー ン 性に
増殖す る C D 4+ T細胞が 存在 して い る こ とが 明 らか に な っ た .
生体 内で 優位に 増殖 して い る T細胞 ク ロ ー ン の 機能や 特異性を
検討す る こ と に よ っ て t 標的抗原が明 らか に な る こ とが期待さ
れ る .
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Key wo rds aplastic ane mia,CyClosporine, Tc ellrec eptor･ C10 n Oty pe, Slngle strandc onform ation polym orphism
A bstr act
Im mun e- m ediatedsuppresio n of he m atop leSishasbee n c onside redtobe the mostimportant m e cha nis m respo nsible
fbrbone m arr o w(B M)failurein aplastic a ne mia(A A). In the B Mofim mune- m ediatedA A, 01igo clon al T-C ellproliftration
m ay occurin respon se to certain antlgenS･ In a n atte mpt to clari fythisissue, B M ofA Apatie nts w as e xamined forthe
presence ofclonaly prolifer ating T cells･ Fo u rA Apatients(Patie ntl, Pa tie nt2, Pa tient 3, Patient 4) and six norm al
v olu nteersw erechosenforth is study. Tot al R N Awa se xtra c tedfro mB M Tce11s ofpatients and no rm alsubjects, and nrst
strand cDN Aw as the n synthesized. cD N A for T Qe11rec eptor(TCR)B gen eswa s a mplified by the P C Rusingprimers
speCi丘c to2 2 V 8-gen efamiliespaired withaL3c onstan treglO na ntise nsepn m er･ T hePCR produ cts w ere suqected to slngle
strand confor m atio npolym orphis m(S S C P)a n alysis todete ct clo n a11y pr oliferating T ce11s a m ong e ach VB
'
T-C ell
populatio n. W hen BM Tc e11sfrom six no r m al v olunte ers a nd fto m a n untr ansfused CyA
-r e SpO nSive patient(Patient2),
who achieved a sustained remission off CyA, W er e e X amined, n Odistinctbands w ere dete cted in any Of the 22 TC R VBs･
B M Tc ells什orn atra n sfused CyA-dependentpatient(Patient4)produced m ultiplebands wi thvarying patte rn Sin almost all
T C R V LSs. In this case, T c e11clon es e xpre s sl ng Va rio usVB segme nts w er e thougpt tobe activat ed by e xposur e to
alloantigens aftertransfusions. On the othe rhand, a n alysis of B M Tcellsfto m an un tr a n sfu ed patient(Patient3) whodid
n otre spond to CyA reve aled apair ofdistin ctbands･ Analysis of B M Tc ellsfro m anu ntr a n Sfused CyA
-dependentpatient
(Patie ntl)als ore v ealed se veral distinctbandsin the a mplified product ofT cells expressinglimited fami1ies ofT C R V 店,
espeCiallyin the a mplifiedproductof V81 5･ Tois olatethe V815
十 T-C ellclon ethatpreftrentia11y pr oliftrated in vivo7 B M T
cellsisolated fro mB M M Cwe r e cultu red with irr adiated BM M Cen riched forCD 3 4
+ c ells, and w er e s ubjected tothe
limitingdilution . On eof the C D 4
+
T-C ellclon esis olatedshareda complim e ntaritydete rmining region 3(C D R 3)sequenc e
with thein vivo pr olife ra tlng T c ellclone ･ T hese findingsindic atethat clonal prolifbration of C D 4
+ T c ellsin the B M
possiblyin re spons e t o ce rt ain antigen on he m atop letic cellsoc c ursinim mu ne
- m ediated A A･
